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高血圧自然発症 ラッ ト(SHR)血 小板の反応特性
一特 に、細胞 内遊離 カルシウム濃度変化 との関連性一
近畿大学医学部薬理 東 野 英 明
鈴 木 有 朋
1、 は じめ に
近年、細胞内遊離 カルシウム(Ca2+)測 定がCa2+
結合性螢光色素の開発により容易 とな り、多 くの細胞
反応系で測定 されるようになった1)。 ～方、Ca2+は
細胞内情報伝達物質として種々の細胞機 能を制御 して
いる2)。 したが って、細動脈平滑筋細胞の収縮 によっ
て生 じる高血圧症 もまた細胞内Ca2+代 謝異索に よっ
て生 じている可能性がある。高血圧症の原因や病態 を
明 らかにするには、・血管平滑筋細胞 においてそれ らの
変化 を探る ことが望 ましい。 しか し、実験上の困難 さ
よ り、今回はまず同様 の筋収縮系 を持つ血小板 を用い
て検討することに した。高血圧症のモデル動物 として
脳卒 中易 発症性SHR(SHRSP)3)を 、対照 と して正
常 血庄 を示 すSHRの 元系 統 であ るWistarKyoto
ラ ット(WKY)を 用いた。
2.材 料 と方 法
1)使 用動 物 と血 小板 の調 製法
実 験 には 自家 繁 殖 させ高 血圧 が確 立維 持 され た状 態
の9.月 齢 の雄 性SHRSPと 、 対 照 の 同 月 齢WKYを 用
い た。 ペ ン,トバ ル ビター ル5dmg/kgLp.麻 酔 下 に心臓
穿刺 に よ り血 液 を得 た後 、 ユ/10量 の3.2%ク エ ン酸 ナ
トリウ ム液 を加 えて捜 絆 し、遠 心操作 に よ り上清 に多
血 小 板 血 漿(PRP)を 分 離 した。PRPよ り350g、5.
分 間 遠心 処 理 して 得 た沈 渣 の 血小 板層 に、1/100量 の
3.2%ク エ ン酸 ナ トリ ウム液 添 加Hepesbuffer(NaCI
137mM,KCI2.7mM,MgC且21mM,NaH2PO42.9mM,
glucose5.6mM,BSAO.35%,HEPES3.$mM,pH7.4}
を加 え、血 小板 浮遊 液 と した。
2)fura-2の 負荷法 と細 胞 内遊 離Ca2+濃 度
(〔Ca2+〕i)の 測 定
血 小 板浮 遊 液 に3～4μMのfur-a-2AM(Dojindo
製)を 加 え、37℃ で5分 間 イ ン クベ ー トしてfora-
2を 血 小 板 に取 り込 ませ た。 一 度Hepesbufferで 洗
浄 した後Hepesbufferに 再 び浮 遊 させ て(2～3×
105血 小 板/μe)2分 し、 一 方 に は1mMCaClzを 加
え((+)Caサ ンプ ル)、 一一方 に は遊 離Ca2+量 測 定30
秒 前 にCa2+influxを 阻止 す るため に0.1mMMnC12を
加 え て((一)Caサ ンプ ル)、 遊 離Ca2+量 測 定装 置
(CAF-100,日 本 分 光 製)に よ・り2波 長 励 起 法(340
と380nm)〔 】)で血 小板 内 〔Ca2+〕iを 測定 した。
3)ATP遊 離量 の測 定 お よび凝集 能 の測 定
ATP遊 離量 の測定 は、 測定30秒 前 に50rng/1250μQ
に 溶 解 し た ル シ フ ェ リ ン ・ル シ フェ ラ ー ゼ 試 薬
(Sigma社 製)を 血 小 板 浮遊 液 にユ0%量 加 え、反 応 惹
起 物 質添加 後 のATPに よる発 光 量 をCAF一 ユ00の エ ク
オ リ ンヂ ャ ンネルで観 察 した。
凝 集 能 はCAF-100に 付 属 した 光 透 過 量 変 化 率 法
(660nm)に よ り、反応 惹 起物 質 添加3分 後 の値 を凝
集値 と して測 定 した。
反 応 惹 起 物 質 に は ヒ ト トロ ン ビ ン(α3U/mの 、 馬
コ ラー ゲ ン(10μg/mの 、ADP(ユ0μM)、 イオ ノマ
イ シ ン(1μM)、TPA(10nM)を 用 い、 群 問 比較 の
検 定 はStudent'stテ ス トに よ り行 いp<0.05を 有意 と
したO
3.結 果 お よ び 考 察
1)静 止 時血小 板 内 〔Ca2+〕i
表1は 反応 惹起物 質 添加前 、 つ ま り静 止 時の血 小板
内 〔Ca2+〕iを 示 して い る。 外 液 にCa2+イ オ ンが 存
在 して も((+)Caサ ン プ ル)、 しな く ど も((二)Ca
サ ンプ ル)、 双 方 でSHRSPの 血 小 板 内 〔Ca2+〕1は
WKYの そ れ よ り著 し く高 値 で あ っ た。 細 胞 膜 に
Ca2+ポ ンプが存 在 しない血小 板n)で は 、(一)Caサ ン
プ ル は主 と して 細 胞 内C♂ ナuptake機 構 を、(+)Ca
サ ンプル は主 と してCa2+透 過 機構 を反映 す る と考 え
'ら れ る
の で、9月 齢SHRSPの 血 小 板 で は そ の2機 構
がWKYに 比べ て 障害 されて い る と推 測 で きた。純 粋
のCa2+透 過 量 を示 す と考 え ら れ る 〔(+)Ca～(τ)
Ca〕iも 、SHRSPの 方 が高 値 の傾 向 で あ っ た。 血圧 差
が大 き くな い2月 齢 で は 、(一)Caサ ンプ ルで 両者 間
に差 異 が な か った5)の で 、Ca2+uptake機 構 の 障害 は
一 ユ16一
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,高 血 圧 の維 持 に よって起 りこ細胞 膜 のCa2+透 過性 の
充進 はSHRSPの 特性 で あ る と考 え られた。
2)反 応惹 起 物質 添加後 の血 小 板内最 大 〔Ca2+〕i
外 液 にCa2+イ オ ンが存在 しない場合 、各反 応惹 起
物 質 添加 に よ り各h{Cap+〕iは 上 昇 した がiそ の 最
大 〔ca2+〕iに はsHRsPとwKY問で差異 が み られな
か っ た ・(図1)。 他 方、 外 液 にCat+イ オ ンが 存 在 し
た 場 合 ト ト[iン ビ ン と コ ラー ゲ ン刺 激 に お い て
SHRSPはWKY.に 比べ てCa2出 イオ ンの流入量(Caz+・
influx)が 劣 ってい た。 つ ま り、SHRSPの 血 小板 で は
受 容 体 を介 す るCa2+流 入系 に障害 が生 じてい る こ と
にな る。C一 キナ ーゼ を直接 活性 化 させ るTPA刺 激 時
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図1各 反 応 惹 起 物 質 添 加 後 の9月 齢SHRSPと








図2カ ル シウム存在 ま たは非存在 下 に お ける、各
反 応 惹 起 物 質 添 加 後 の9月 齢SHRSPと





3)反 応 惹起 物質 添加 後 の最 大ATP遊 離 量
ATP遊 離 は、トロ ン ビン、コラ ーゲ ン刺 激時 に(+)、
(一)Caサ ンプ ルの 双 方 で、SHRSFの 方 がWKYよ り'
低 値で あ った(図2A)。Ca2+イ オノ フ ォアで あ るイ
オ ノマ イ シ ン刺激 時 に は、(一)Caサ ンプ ルでSHRSP
の 方 がWKYよ りATP遊 離量 は大 で あ った。'TPAは
全 くATP遊 離 を'示さな か った。 した が って 、ATP遊
離 反応 には細胞 内 か らのCa2+releaseが 強 く関与 して
.お り6〕、後 で起 る緩 徐 なCa2+influxは 、 む しろATP
遊離 に対 して抑 制 的 に作用 してい る可能 性 を示唆 して
い た。 トロ ン ビンや コ ラ ーゲ ンに よるATP遊 離 が 、
2Ca+.releaseに 差 が ない ゐ にSHRSPでWKYより悪 い
真 の理 由 は不 明で あ ったが 、C一キ ナ ーゼの活 性IL進 の
が 関与 して いる可能 性 も考 え られ た。
4)反 応惹 起物 質添 加後 の最 大凝 集 反応
凝 集 反 応 は トロ ン ビ ン刺 激 でSHRSPとWKY間 に
差 が な か った の に対 し、 コ ラー ゲ ン、ADP刺 激 時 に
は(一)、(+)Caサ ンプルの 両者 でSHRSPの 方 が低 値
で あ った(図2B)。 ま た、 イ オ ノマ イ シ ンで は両 群
間 に差 が な く、TPA刺 激 時 の(+)Caサ シ プ ル で は
SHRSPの 方が 高 値 で あ っ た。 した が って、SHRSP血
小 板 は、C一 キ ナ ーゼ 系 の充 進 のた め に それ を介 す る
トロ ン ビ ン とTPA刺 激 で、WKYと 同等 か 高 い凝 集
能 を示 した と考 え られた。 また 、凝 集 能 はATP遊 離
反 応 と異 な り、Cap+releaseとCa2+influxの両 者 に よ
る 〔Ca2+〕i上 昇 が 関与 して い るこ とが 明 らか とな っ
た。コ ラーゲ ンに よる凝集 の一部 はADPを 介 し、ブ ィ
ブ リノーゲ ン レセ プ ターの仲 介で 起 こ るので 、SHRSP
で はこれ らの レセ プ ター系 に異 常 が起 ってい る ことが


















 :t S. E. (nM) 
( +  CJ  I(一)Cali mean th free alc山 nleve¥s 
 the tons assayed in the ence  rnM 
CCt2. and l  MnCl2 in Ca2+ fr Hepes buffer. 
p<ctively. J(+) Ca一(一) Ji s    b 
cted I(一) J   I+  Caj  value and n S 
 t  pro ty  nificant djfference and o 
fcant diiferenc betwen the values of SHR  
 WKY. respecti  
9 +13 WY 
カ シウム存 または非存在下における、各
9月齢 と
Y 小板での震大 ATP遊離量 (A)と、
(B)の比較
terisk hows the significant d uence. betweep 
e tWQ values f each xperiment with SHRSP and 
Y 
2














ト ピ 設 SH WKY問
ン、 刺激時に
、ー (+ ンプJレの両者で SHRPの方が低値




ピ と TPA刺激で、 WKY 同等か高い凝集
ATP遊離
と なり、 2+relas とCa2+旧f1uxの よ
Ca2+J i上昇が関与 している ことが明らかとなっ
ADPを介し、 7イ
プ て ターの 介で起こるので、
タ-Jf:‘に異常が起
きれた。




 反応惹起物質添加後の血小板内愚大 (Ca2+Ji 
Ca2 オノが存在しない場合、各反応惹起




P KY 比べて Ca2，+イオンの流入量 (Ca2+
flux)が劣っていた。つまり、 SHRSPの血小板では
C2 入系に障害が生じていること
る。 ー を直 活性化させる 激時




各反応惹 質添加後の 月齢 SPと
Y血小板内最大遊離カルシウム濃度の比
(a2 + jiassayed in the prsenc of 0.1 mM MnCl2 i 
2  f . extracellular f1id is shown in a bottom 
umn. and !Ca~ ト J i a尽sayedin the presnce of lmM 
lz s .hown n he otom plus the top column 
 a risk shows the ibrnifcant difference be 





























1. Grynkiewics， G.， Poenie， M. and Tsien， R. Y. 
(1985): A new generation of Ca2 + indicators with 
greatly improved fluorescent properties‘ J. BioL 
Chem.， 260， 3440.3450 
2. B巴rridge，M. J. (1975): The interaction of cyclic 
nucleotides and calcium in the control of cellular 
activity. In: Advances in cyclic nucleotide research 
voL 6. (Edited by Greengard， P. and Robison， G. A.)， 
Raven Press， New York 
3. Okamoto， K.， Yamori， Y. and Nagaoka， A. (1974): 
Establishment of the stroke.prone spontaneously 
hypertensive rat (SHR). Circ. Res.， 34 & 35 (suppL)， 
143.153 
4. Steiner， B. and Luscher， E. F. (1985): Evidence 
that the platelet plasma membrane does not contain 
a (Ca2++Mg2+)ー dependentA TPase. Biochim. Bio. 
phys. Acta， 818， 299.309 
5. Higashino， H. and Suzuki， A. (1989): Changes in 
Ca + + in platelets stimulated by aggregation rea. 
gents: Comparison of SHRSP and WKY with special 
referenc巴 toaging. In: Biosignalling in cardiac and 
vascular systems. (Edited by Fujiwara， M.. Naru. 
miya， S and Miwa， S.)， Pergamon Press， Oxford 
6. Jy， W. and Haynes， D. H (1987): Thrombin. 
induced calcium movements in platelet activation. 
Biochim. Biophys. Acta， 929， 88.102 
7. Takaori， K.， Itoh， S.， Nakayama， Y. and Takeda， T 
(1986): Protein kinase C activity in platelets from 
spontaneously hypertensive rats (SHR) and nor. 
motensive Wistar Kyoto rats (WKY). Biochem. Bio. 
phys. Res. Commun.， 141，769.773 
??? ??，?
